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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingerefchten Unterlegen ontnommen 

® Amphiphile Starke-und Hydroxyethylstarke-Konjugate 
@ Liposomen, Mischmicellen sowie pa rente rale Emulsio- 

nen weisen aufgrund ihres partikularen Charakters den 

Nachteil auf des bevorzugten Aufnehmens in das soge- 

nannte Retlcolo endothelfale System. Die In dfese Arznel- 

forman formulierten Wirkstoffe erreichen deshalb oft 

nicht genGgend rasch und In genugender Konzent ration 

den vorgesehenen Wirkungsort. Du rch Modifizlerung der 

Oberflache Grenzflache diesar Arznelfbrmen soil dleser 

Nachteil basalt Igt warden. 

Die Aufgabe wird geldst durch neue Verbindungen zwi- 
schen Starke bzw. Hydroxyethylstarke und Ifpophilen An- 
kermolekfllen, die fn die Llpidgrenzflache der Emulsfonen 
bzw. Liposoman eingearbeitet warden und die auch In 
Mischmfcellen eingebaut werden konnen und so elnen 
HES/Starkemantel um dfese partikularen Systeme legen, 
der die negativen Wechselwirkungen, die zur Aufnahme 
in das RES fflhren, beseitigt, vermindert oder verzogert. 
Die lipophilen Verbindungen sind physrologlsch vertrag- 
' lich und die Polysaccharide sind eberrfalls physiologisch 
vertraglfch und abbaubar. 

Durch Modifikation der Grenzflache von Emulsionen, U- 
posomen oder gemischten M (cell en lassen slch parente- 
ral applizierbare Arzneiformen von Wirkstoffen mit ver- 
besserten Eigenschaften herstellen. 
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Beschreibung [0012] Ein weiterer Nachteil von Polyethylenglykol Lipo- 

somen besteht darin, daB der relative Anteil der pegylierten 
[CG01] Die vorliegende Erfindung betrifft amphiphile Pbospholi{Mde an den Gesaratlipiden relativ hocb sein muB 
Konjugate von Starke- oder Hydroxyeroylstarke-Derivaten urn eine ausreicbende Abdeckung der gesamten Vesikel- 
sowie deren Verwendung zur Heistellung von parenteral 5 Oberflache mi t Polyethylenglykol-Gruppen zu erreichen. Es 
applizierbaren kolloidalen Arzneiformen, wie zum Beispiel sind daher neuere Entwicklungen mit verzweigtkettigen Po- 
Liposomen, Fettemulsionen oderMischmicellea lyeroylenglykol-Systemen beschrieben worden, bei denen 

[0002] liposomen sind aus Phospholipiden und verschie- der Anteil der pegylierten Molekule bzw. der Pegylierung 
denen anderen amphiphilen HilfsstofFen wie z. B. Choleste- selbst herabgesetzt werden konnte, da solche verzweigtket- 
rin aufgebaute Vesikel, die durch eine (unilamellare) oder 10 tigen Polyethylenglykole eine relativ grofiere Flache ab- 
mehrere (multiiamellare) doppellagige Membranen beste- schirmen konnen und somit ihr molarer Einsatz herabgesetzt 

werden kannimFalle der Liposomen. Nachteil solcherver- 
[0003] In den letzten Jahren sind liposomen als Arznei- zweigtkettigen liposomen ist, daB ihre Verstoflwechslung 
stoff-Tmgersysteme entwickelt worden, wobei die Arznei- bzw. Pharmakokinetik sowie ihr toxikologisches Profil bis- 
stoffe entweder aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaf ten in 15 lang unbekannt isL 

den Membranen selbst eingebaut werden, oder im Falle von [0013] O/w-Emulsionen sind ebenfalls bekannte parente- 
hydrophilen Substanzen in dem wassrigen Compartment der rale Darreichungsformen, die als Arzneistofftrager fur lipo- 
Vesikel gelbst sind phile WirkstofTe inzwischen im Markt etabliert sind Be- 

Solche liposomalen Arzneimittelzubereitungen ha- kannt ist so z. B. eine parenterale Fettemulsion als Trager 
ben jedoch oft den Nachteil einer sehr kurzen Halbwertszeit 20 fiir Propofol, ein injizierbares Anasthetikum (Disoprivan®, 
im Blut, da sie als kolloidale Systetne relativ rascb in das re- Astra Zeneka), Ein anderes bekanntes Beispiel ist das Pro- 
tikuloendotheliale System (RES) aufgenommen werden. dukt Etomidat Lipuro® der Fa. B. Braun, welches eine 1>a- 

[0005] FOr das gezielte Targeting von Arzneistoffsyste- geremulsion fur das Anasthetikum Etomidat ist Zahlreiche 
men mil kontrolliertem Freisetzungsprofil sind solche Lipo- parenterale o/w Emulsionen sind geraaB der wissenschaftli- 
somen deshalb oft ungeeignet 25 chen Iiteratur in der Entwicklung. 

[0006] Es bat daher inderVergangenheitnichtgefehlt,Ii- [0014] Auch parenterale o/w Emulsionen neigen zur Ak- 
posomen zu entwickeln, die diese Nachteile nicht aufwiesen kumulation im RES-System, aufgrund ihrer groBerer Teil- 
und die durch gezielte Modifikation auf ein Zielorgan ge- chengroBe vergUchen mit liposomen sogar wesentlich aus- 
nchtet wurden (Targeting). gepragter als diese. Es ist bereits in der Iiteratur beschrie- 

[0007] Eine der bekanntes ten Modifikationen in dieser 30 ben, daB Liposomen oder parenterale Emulsionen in ihren 
Hinsicht ist die Entwicklung der sogenannten Tarnkappen pharmakokinetischen Eigenschaften sowie Gewebevertei- 
(stealth) liposomen. Solche Tarnkappen liposomen werden lung nacb Dijektion durch EinhQUung mit Amylopektin, das 
mit Hilfe von Polyethylenglykolen modifiziertem Choleste- mit Palmitoyl oder Cholesterylgruppen derivatisiert wurde, 
nn oder Phosphatidylemanolaimn (PB) aufgebaut (soge- giinstig beeinfluBt wurde, Dabei dienten die Fettsaurreste 
nanntepegyUerteLipide).Es ist aber auch moglich, konven- 35 bzw. Cholesterinreste als "Anker" ffir das Polysaccharid 
tionelle liposomen nach ihrer Herstellung chemisch nrit Po- Amylopektin in der auBeren, bpophilen Pbospbatidschicht 
lyethylenglykol-Derivaten zu konjugieren und auf diesem der liposomen bzw. Fettemulsionen (Sunamoto, J.; Iwa- 
Wege zu Tarnkappen liposomen zu gelangen. moto, K., CRC Critical Review in Therapeutic Drug Carrier 

[0008] Bei diesen Tarnkappen Liposomen schirmen die Systems 1986, 2, 117-136). 

nach auBen gerichteten Polyethylenglykol-Ketten die Lipo- 40 [0015] Gieiches ist ebenfalls berichtet fur parenterale 
somen ab gegen Wechselwirkung mit Plasmaproteinen oder Emulsionen fur Cholesteryl-Pullulan, Cbolesteriyl-Mannan 
korpuskuiaren Bestandteilen des Blutes. Vbm JffiS-System und Choiesterin-Amylopektin (Iwamoto, K. et all Journal 
werden solche Tarnkappen Liposomen weniger effektiv er- of Pharmaceutical Sciences 1991, 80, No. 3, 219 ff). 
kannt als konventionelle liposomen und danrit in Ge- [0016] Die in oben zitierten Arbeiten eingesetzten Poiy- 
schwindigkeit im Umfang weniger stark aufgenommen. 45 saccharid-Derivate sind jedoch mit erheblichen Nachteilen 
[0009] Tarnkappen Liposomen auf Basis von pegylierten fur den beschriebenen Einsatz verbunden. 
Lipiden haben jedoch Nachteile, die bislang nicht beseitigt [0017] So ist keine eindeutige molekulare Struktur inso- 
wurden. So ist bekannt, daB Polyethylenglykol nicht ver- fem realisiert, als daB synthesebedingt die lipophilen "An- 
stoffwechselbar ist und nur Uber die Niere ausgeschieden ker liber die Polysaccharidketten statistisch verteilt werden 
werden kann. BezflgUch ihres Moiekulargewichtes bzw. hy- 50 [0018] Deshalb wird z. B. fiir ctolesterirxlerivatisiertes 
drodynamischen Volumens in Losung mOssen diese Poly- Amylopektin ein imttlerer Substitutionsgrad von 1,8 Chole- 
merc unter der sogenannten NierenschweUe bleiben. Diese stermgruppen auf 100 Anhydrogluooseeinheiten der Poly- 
liegt fur Pblyethylenglykole bei ca. 70.000 D. Fiir Nieren- saccharidkette angegeben. 

eingeschrankte Patienten sind aber auch Polyethylenglykol- [0019] Solche mehrf achen Ankergruppen pro Polysaccha- 
Fraktionen unterhalb der NierenschweUe problematisch, da 55 ridmolekul k5nnen sich jedoch auch negativ auf die Stabili- 
diese Patienten uber eine nicht mehr ausreichende Ausschei- tat von Liposomen oder Fettemulsionen auswirken, da z. B. 
defanigkeit von solchen Substanzen verfugen. Weiterhin zwangslaufig nicht jede Cholesteringruppe eines Amylo- 
werden solche nicht ausgeschiedene Polyethylenglykol- pektinmolektlls an ein bestimmtes FetttrSpfchen gebunden 
Fraktionen im Gewebe gespeichert und konnen zu Neben- sein muB, sondem auch solche Cholesteringruppen inner- 
wtrkungen wie z. B. Juckreiz fiihren. 60 halb eines Makromolekuls existieren, die frei sind oder labil 

IC010] Vereinzelt sind auch immunologische Interferen- gebunden sind und somit in Wechselwirkung mit einem 
zen nut Polyethylenglykol derivanjrierten liposomen oder zweiten Fetttrdpfchen treten kdnnen. Solche "Briickenver- 
auch Proteinen bekannt geworden, bindungen" fiihren zur Aggretation und Instability von Li- 

[0011] Bendele et. al beschreiben in Toxicological Sci- posomen und Fettemulsionen mit den oben beschriebenen 
ences 42, 152-157 (1998) Vacuolisierungen der Nierentu- 65 Polysaccharidderivaten. 

buU bei Ratten nach Injeklion von pegyUerten Protein- Wuk- [0020] Wraterhin sind die oben beschriebenen Pullulane 
stoffen, wenn das Molekulargewicht des PEG's kleiner nicht oder ausreichend schnell physiologisch abbaubar 
70.000 D betrug. durch die Serumamylase aufgrund der Or 1,6 glycosidischen 
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Verknupfung der Maltotriose^rundeinheiten. Ahnliches 
gilt auch fur das oben zitierte Mannai>Poiysaccharid. 
[0021] Amylopektin andererseits wird durch Serumamy- 
lase auBerordentlich schnell abgebaut, so daB der Tamkap- 
peneffekt sehr schnell verloxen geht, ein Umstand, der in 
vielen Fallen nicht akzeptabel ist Dextrane, die als Polysac- 
charide ebenfalls als KonjugaUonspartner in Frage kbrnmen, 
weisen den Nachteil auf, daB sie bekanntermaBen die Gefahr 
einer anaphylaktischen Reaktion nacb der Injektion beim 
Patienten auslosen. Dies hat dazu gefiihrt, daB es heutzutage 
Stand der Technik ist, vor Applikation eines Dextran-Plas- 
maexpanders eine niedermolekularc Van ante von Dextra- 
nen mit einem niittleren Molekulargewicht Mw von 1.000 D 
vorzuinjizieren. 

[0022] Da Dextrane nur durch die gewebestandige Dex- 
tranase abgebaut werden konnen, ist ihre Pharmakokinetik 
auch relativ langsam und auch schwerer steuerbar als dies 
der Fall ist bei Hydroxyemy istarke, ebenfalls ein Plasmaex- 
pander, der inzwischen aufgrund erheblicher Vbrteiie in Be- 
zug auf Nebenwirkungen weltweit breit eingesetzt wird. 
[0023] Der vorliegenden Erfindung liegt deshalb die Auf- 
gabe zugrunde solche auf Polysaccharidbasis beruhende 
Verbindungen zum Einsatz zurHerstellung von parenteralen 
Fettemulsionen bzw. Iiposomen zur VerfDgung zu stellen, 
weiche die oben genannten Nachteile nicht aufweisen und 
eine gezielte Veranderung der Pharmakokinetik und des Ge- 
webetargetings ermoglicheiL Es wurde nun Qberraschender 
Weise gefunden, daB Starke bzw. Hydroxyethylstarke, wei- 
che iiber die nur einmal in den Molekiilen vorkommende re- 
duzierende Endgruppe, gegebenenfalls nach chenrischer 
Modifikation, selektiv lipophile Ankergruppen gebunden 
enthielten, als Tarnkappen-Polysaccharide fur Liposomen 
und parenterale c/w-Emulsionen Yorteilhaft eingesetzt wer- 
den konnten. 

[G024] Durch Variation der Molekulargewichte des Sub- 
sutudonsgrades der Hydroxyethylgruppen sowie des Substi- 
tutionsmusteis der Hydroxyethylgruppen an den verschie- 
denen Kohienstoffen der Anhydroglucose-Grundeinheiten 
konnen die Eigenschaften bedarfsaddaptiert verandert wer- 
den, 

[0025] Auch kann durch variation des Molekulargewichts 
der eingesetzten HES-Komponente der sogenannte HLB- 
Wert (hydrophilic lipophiu'c balance) gezielt eingestellt wer- 
den. Die erfindungsgemSBen Starke- und HES-Derivate 
kflnnen somit auch zur Erzeugung von w/o- oder Mehrfach- 
Emulsionen w/o/w vorteilhaft herangezogen werden. Glei- 
ches gilt auch fur die Herstellung von sogenannten Misch- 
micellen. 

[0026] Die erfrndungsgemaBen Verbindungen werden 
Yorzugsweise in an sich bekannter Weise bergestellt, indem 
die (einzige) reduzierende Endgruppe der Starke bzw. Hy- 
droxyethylstarke gezielt zur Lactongruppe oxidiert wird. 
[0027] Danach erfolgt die Kopplung der lipophilen 
Gruppe an das oxidierte Polysaccharid in einer mflglichen 
Variante direkt fiber eine im lipophilen Molekfil vorhandene 
NHrGruppe uber eine Amid-Bindung. Diese Kopplung 
kann entweder im wasserfreien System mit DMSO oder in 
Dimethylf onnarTrid/DMS O-Mischungen durchgefiihrt wer- 
den. Sie kann aber auch in wassriger Ldsung in einer 2. Va- 
riante in an sich bekannter Weise vermittels eines wasserlos- 
lichen Caibodiimids durchgefiihrt werden, sofem eine aus- 
reichend hohe Wasserldslichkeit bzw. kritische Mizellkon- 
zentration der Lipophilen Komponente gegeben ist 
[0028] Weiterhin sind in an sich bekannter Weise tipophile 
Verbindungen mit freien NH 2 -Gruppen auch Qber eine 
Schiffbasen-Bildung mit gledchzeitiger Reduktion (soge- 
nannte reduktive Arminierung) oder auch Reduktion in ei- 
nem zweiten Schritt mit Borhydriden herstellbar. 



[0029] Gegebenenfalls konnen aber auch sogenannte Spa- 
cer eingeruhrt werden, wie z. B. Diamine der Struktur NH 2 - 
(CHJn-NHfc die in einem weiteren Schritt mit einer lipophi- 
len Komponente umgesetzt werden. Zum Beispiel kann der 
5 Cholesterinrest eingeruhrt werden durch Reaktion der ami- 
nofunktionalisierten Starke bzw. Hydroxyethylstarke mit 
(^lesterinchloroformat in trockenen DMF/DMSO-Mt- 
schungen analog Iwamoto et al. 

[0030] Die EinfUhrung einer Fettsanreacylgruppe an den 
10 arninofunkrionalisierten Polysacchariden kann durchgefiihrt 
werden durch Carbodiimid-katalysierte Umsetzung mil der 
entsprechenden FettsSure. 

[0031] In den folgenden Beispielen werden die Hersteli- 
verfahren der erfindungsgemaBen Verbindungen beschrie- 
15 ben sowie auch die Herstellung einer polysaccharidumman- 
telten Fettemulsion. 
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20 Herstellung von an der reduzierenden Endgruppe zum Lac- 
ton oxidierten Hydroxyethylstarke (HES Lacton) 

[0032] Zu 30 ml einer 30%igen HES-Losung nrit einem 
Molekulargewicht Mw von 45.000 D werden zwei ml einer 

25 0,1 N Jodlosung und ca. 3 ml einer 0,1 NaOH Ldsung gege- 
ben. Die Mischung wird so lange geruhrt, bis die Farbe des 
Jods verschwunden ist. Der Vorgang wird mehrfach wieder- 
holt, bis insgesamt ca. 30 ml Jodlosung und 20 ml der Na- 
tronlaugelosung verbraucht sind. 

30 [0033] Die erhaltene Losung wird dann iiber einen Na- 
trium-Ionenaustauscher (Amberlite IR 120) gegeben und 
anschlieBend in einem Dialyseschlauch mit einer Aus- 
schluBgrenze von ca. 3.500 Dalton uber 24 Stunden gegen 
destilliertes Wasser dialysiert. Das Produkt wird mit Ethanol 

35 gefallt, abfiltriert, Uber Vakuum von der Hauptmenge an Re- 
stethanol befreit und danach bei ca. 80°C im Warmescbrank 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
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Ermittlung des Oxidationsgrades 



[0034] Zur Kontrolle der erfolgreichen Oxidation wurde 
der Gehalt der reduzierenden Endgruppen nach Somogyi 
herangezogen (Meth. Carbohydrat Chem., 1, 384-386, 
1962). 

45 [0035] Nach der Oxidation konnten keine reduzierenden 
Endgruppen mehr nachgewiesen werden. 

Beispiel 2 

50 Umsetzung yon HES Lacton gemafi Beispiel 1 mit Phospha- 
tidylethanolamin zu HES PE 



[0036] In einem ReaktionsgefaB werden 1,5 g getrockne- 
tes HES Lacton gemafi Beispiel 1 in 10 ml trockenem 
55 DMSO mit 5 mg getrocknetem Ei-Phosphatidylethanolaurin 
bei80°C ca. 24 Stunden lang unter Argon als Schutzgas um- 
gesetzt Dabei wird der pH-Wert gegebenenfalls mit Pyridin 
oder THemylamin auf ca. 6 eingestellt 
[0037] Danach wird das DMSO unter Vakuum teilweise 
60 abgezogen und das Produkt durch Ethanol ausgefallt und 
mit Chloroform extrahiert. 

[0038] Nach Wiederaufnahme in DMSO erfolgt Dialyse 
mit einer Membran nrit AusschluBgrenze von 3.500 Dalton 
gegen destilliertes Wasser unter Argon iiber 50 Stunden bei 
65 4°C. 

[0039] Das Geftiergetrocknete Produkt war nahezu farb- 
los bis sehr schwach gelb. Die Ausbeute bezogen auf Ei-PE 
betrug Qber 90%. Die 1H NMR-Analyse wies die charakte- 
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ristischen Signale der CH2- und CH-Protonen der Pettsaure- 
ketten auf . 

Beispiel 3 

5 

Herstellung von aminofunktionaliaeitem HES 

[0040] 40 ml einer 25%igen wSssrigen Lflsung von oxi- 
diertem HES gemiiB Beispiel 1 werden 0,75 g Ethylendia- 
mindihydrochlorid zugegeben sowie 0,20 g 1 ethyl-3(3-di- 10 
methyl-amino)propylcarbodiiiiiide hydrochlorid. 
[0041J Nach HnsteUung dcs pH-Wcrtcs auf ca. 4,8 rea- 
gieit die Reaktionslosung fiber Nacbt am. Die Reaktionslo- 
sung wmde danach durch Dialyse mit einer Membran cut 
AusschluBgrenze von ca. 3.500 Dalton gegen Wasser gerei- 
mgt und das Produkt durch GeMertrocknung isolieit und 
getrocknet 
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Beispiel 4 
Herstellung von Cholesteryl HES 
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[0042] 1 g des Produktes aus Beispiel 3, gelSst in 50 ml 
trockenem DMSO wurde mit Choiesterylchloroformat 
(0,23 g in 4 ml tnxkenem DMF) bei 80°C fiir 24 Stunden 25 
unter Argon umgesetzt Das DMSO wurde unter reduzier- 
tem Druck abgezogen und das Produkt mit Aceton gefallt. 
Das wieder in DMSO aufgenommene Produkt wurde durcb 
Diafiltration gegen destiUiertes Wasser mit einer Membran 
mit der AusschluBgrenze 3300 Dalton gegen destilliertes 30 
Wasser gereanigt Das durch Lyophilisation isolierte Produkt 
wics im 1H NMR-Spektrum die entsprechenden Signale fur 
Cholesterin auf. 

Beispiel 5 as 
Herstellung einer HES-gecoateten parenteralen Ffettemul- 



[0043] Zu 5 ml einer 10%igen parenteralen Fettemulsion 40 
(lipovends 10%) werden 1 ml einer wassrigen Losung von 
nach Beispiel 4 hergestellten Cholesteryl HES, die 12 mg 
der Substanz enthiell, zugegeben. Die Mischung wurde 
2 min mit 25 Watt ullraschallbehandelt im Eisbad. Der rnitt- 
lere Durchmesser bestimmt uber dynamische Uchtstreuung 45 
wuchs von 279 nm auf 285 nm an und wurde nach dreimo- 
natiger Lagerung bei 25°C mit 284 nm bestimmt 
[0044] Das Zetapotential sank von -55mvolt auf 
-50 mvolt nach der Behandlung. 

[0045] Die HES-gecoatete Emulsion war gegeniiber einer 50 
Kochsalz- und Calciumchlorid-haltigen Elrktrolytlosung 
staba 



Patentanspruche 

1. Amphiphile Starke- und Hydroxyethylstarke-Kon- 
jugate der allgemeinen Formel 
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H 7 

B-O-C-CH-C-R' 

I I 
H-O-C-H 

H-C-H 
I 
O 
I 

R 2 

in welcher bedeuten 

B = Hydroxyethylstarke oder Starke, auch ihre Einzel- 
komponenten Amylopektin und Amylose in loslicber 
oder hydroxyethylierter Form, in Orglycosidischer 
Bindung 

R 2 = H, -(CH^OH, B 

R 3 , R4 unabhangig voneinander H, oder -(CHJrOH 



R' = -OR" 

wobei 

R" = -NHtCCH^-NHlyR'" wobei 

x = 0 oder erne ganze Zahl > 2 bedeutet, y = 0 oder 1 

und 

A = O (Sauerstoff) oder 2 Wasserstoffatome (2H) be- 
deuten 
weiterm'n 



R"'- = - C - O - Cholesteryl 

oder Fettsaureacyl 

oder Phosphatidyleuianolaminyl (fur y = 0) 

2. Amphiphile Hydroxyeraylstarkederivate der allge- 
meinen Formel 1. 

3. Amphiphile Hydroxyethylstarkederivate der For- 
mel 1, wobei das mittlere Molekulargewicht des Hy- 
droxyemylstarkeanteils zwischen 2.000 und 200.000 
Dalton liegt, der Substitutionsgrad MS der Hydroxy- 
ethylgruppen zwischen 0,15 und 0,8 liegt sowie das 
Verhaltnis der Substitution an C2 und C6 der Anhydro- 
glucoseinheiten zwischen 3 und 10 liegt. 

4. Amphiphile Starke- und Hydroxyethylstarkederi- 
vate nach Anspruch 1 zur Herstellung von parenteral 
applizierbaren Liposomen, Fettemulsion en und Misch- 
micellen als ArzoeistofRrager. 

5. Hydroxyemylstaikederivate nach Anspruch 2 zur 
Herstellung von parenteralen liposomen, Fettemulsio- 
nen und Mischmicellen als Arzneistofltrager. 

6. Hydroxyethylstarkederivate nach Anspruch 3 zur 
Herstellung von parenteral applizierten Liposomen, 
Fettemulsionen und Mischmicellen als Arzneistofftra- 
gec 
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